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摘要 : 为 研究 大 肠 杆 菌 Escherichia coli 侵 染 引发 亚洲 玉米 晓 Ostrinia furnacalis Guenée 幼虫 免疫 应 激 反 应 的 机 理 , 本 实 
验 测定 了 分 别 注 射 生理 盐 水 以 及 3 x10 ,3x10 ,3x10 和 3x10' 个 细胞 /mL 大 肠 杆菌 后 亚洲 玉米 晓 5 龄 幼虫 血 淋 
巴 中 血细胞 总 数 (THC)、 颗 粒 细 胞 和 浆 血 细胞 数量 , 血清 中 酚 氧 化 酶 (PO)、 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 (CSH-px)、 合 胱 甘 
肽 还 原 酶 (CR) 和 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 (CST) 的 活性 , 通过 流 式 细胞 仪 分 析 了 血细胞 活性 氧 自由 基 (ROS) 水 平 的 动态 
变化 。 结 果 表 明 : 与 对 照 组 相 比 , 注射 3 x10” 和 3 x10? 个 细胞 /mL 大 肠 杆菌 细胞 后 12 h， 可 引起 亚洲 玉米 蜡 5 龄 幼 
H THC 及 浆 血 细胞 、 颗粒 细胞 数量 明显 上 升 (P<0.01), 同时 应 激 产 生 大 量 ROS。3 x10 , 3 x10” 和 3x10° 个 细 
胞 /mL 大 上 肠 杆菌 3 个 不 同 浓度 处 理 组 均 引 起 幼虫 体内 PO 活性 显著 升 高 (P<0.01), 诱导 幼虫 血清 中 GSH-px, GST 
及 GR 的 活性 上 升 (P<0.01)。 这 些 结果 表明 , 亚洲 玉米 蜡 幼 虫 受 到 大 肠 杆 菌 侵 当 后 , 其 血 淋 巴 细胞 免疫 和 体液 免 
疫 能 力 受 到 显著 影响 , 可 诱导 血清 中 GSH-px, GST 和 GR 活性 升 高 以 清除 过 多 的 ROS, 防止 其 毒害 。 
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Immunological and stress response of the hemolymph of Ostrinia furnacalis 


Guenée ( Lepidoptera. Pyralidae) larvae to the injection of Escherichia coli 
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( Department of Plant Protection, College of Horticulture and Plant Protection, Yangzhou University, 
Yangzhou, Jiangsu 225009 , China) 

Abstract: In order to explore the mechanism of immunological and stress response of Ostrinia furnacalis 
Guenée larvae invaded by Escherichia coli, the numbers of total hemocytes, granular hemocytes and 
plasmatocytes in the 5th instar larvae of O. furnacalis injected with physiological saline, 3 x 10°, 3 x 10*, 
3 x 10? and 3 x 10° cells/mL E. coli, respectively, were counted, and the activities of phenoloxidase 
(PO), glutathione peroxidase ( GSH-px) , glutathione S-transferase ( GST) and glutathione reductase 
(GR) were determined. The content of reactive oxygen species ( ROS) of the hemocytes was also analyzed 
by flow cytometry ( FACS). The results showed that the numbers of total hemocytes, granular hemocytes 
and plasmatocytes in the 5th instar larvae of O. furnacalis increased significantly in 12 h post injection with 
3 x 10? cells/mL and 3 x 10? cells/mL E. coli (P «0.01) , compared with the control group. The content 
of ROS in hemocytes also increased at the same time. Injections with 3 x 10^, 3 x 10? and 3 x 10? cells/mL 
E. coli triggered the enhancement of PO activity, and also induced the increase of the activities of GSH-px, 
GST, and GR in the serum. The results suggest that the abilities of cellular and humoral immunity of O. 
furnacalis larvae are significantly affected by the injection of E. coli, and the activities of GSH-px, GST and 
GR are also induced to scavenge the excessive ROS to prevent from the toxic effect of ROS. 
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当 昆虫 被 细菌 或 寄生 物 侵 染 后 ， 血 细胞 总 数 (differential hemocyte count, DHC) 会 发 生变 化 , 血 
(total hemocyte count, THC) 和 各 种 血细胞 数量 ” 细胞 的 活性 、 结构 、 粘 附 性 、 吞噬 能 力也 随 之 改变 
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( Parisi et al., 2008) 。 昆 虫 体液 免疫 反应 过 程 中 酌 
氧化 酶 (phenoloxidase，PO ) f 45 B& ARIE JN. Ze E 
(dopa), 并 将 多 巴 氧 化 为 醒 ,， 最 终 形成 黑色 素 ( 冯 
从 经 等 , 2004 ) 。 黑 色素 沉积 在 外 源 物 周围 ,与 血 
细胞 一 起 参与 包 吐 形成 , 产生 的 本 有 利于 活性 氧 目 
由 基 (reactive oxygen species，ROS) 产 生 。ROS 是 需 
氧 生物 在 代谢 过 程 中 产生 的 比 氧 活泼 的 含 氧 活性 物 
E, 如 : 超 氧 阴 离子 (0; ). ES E rd&C: OH) 和 H,O, 
等 ,其 细胞 毒性 可 能 有 助 于 杀 死 病原 菌 和 寄生 物 ， 
但 过 多 产生 的 ROS 则 会 对 有 机 体 造 成 损伤 。 昆 虫 
通常 采用 两 种 方式 避免 ROS 产生 的 氧化 损伤 :其 一 
是 非 酶 的 抗 氧 化 系统 ， 利 用 还 原 性 谷 胱 甘 肽 
(glutathione, GSH), 2 /E 38 E 和 维生素 C 等 大 分 
子 清除 目 由 基 ; 其 二 是 抗 氧化 酶 系统 ,包括 超 氧 化 
物 歧 化 酶 (superoxidase dismutase, SOD). x UE AL 
B ( catalase, CAT). A Bt H Hk oT BS 
( glutathione peroxidase, GSH-px) . Apte H BA-S- 42 
Hg glutathione S-transferase, GST) 4I Zr BE H Bu JS. 
Hg glutathione reductase, GR) 等 , 对 ROS 起 到 重要 
的 清除 作用 ( 冯 从 经 等 , 2001; Freitas et al., 2007) 。 
一 般 认 为 ,， GSH-px 在 细胞 内 能 清除 有 害 过 氧化 代 
谢 产 物 , 阻 断 脂 质 过 氧化 连锁 反应 ,从 而 起 到 保护 
完整 细胞 膜 结 构 和 功能 的 作用 。GST 和 GR 在 机 体 
内 共同 发 挥 作用 , 有 效 地 清除 超 氧 日 由 基 、 过 氧化 
毛 和 脂 质 过 氧化 物 。GST 可 通过 ROS 修复 被 氧化 
的 大 分 子 、 产 生 S-UAEAB. 合成 重要 的 代谢 物 
( Sheehan et al., 2001) 。GR 是 抗坏血酸 - 谷 胱 甘 肽 
(ASA-CSH ) 循环 的 关键 酶 ,可 以 起 间接 抗 氧化 
作用 。 

目前 , 国内 外 学 者 从 不 同 角度 和 层次 对 病原 微 
生物 侵 染 后 昆虫 的 免疫 应 激 反 应 开展 了 一 些 研究 : 
Arakawa (1995). Arakawa 等 (1996 ) Æ JL fbi H 
幼虫 血清 中 测定 了 超 氧 阴离子 含量 ; Nappi 等 
(1995) EMRA ÆRE Drosophila 中 黑 化 作用 与 
超 氧 阴离子 的 产生 密切 相关 ; Fenimore 和 Cox- 
Foster (1998) 的 研究 表明 烟草 天 蛾 Manduca sexta 
体内 ROS 参与 了 包 叶 反应 。 这 些 研 究 涉 及 生理 、 
免疫 、 细 胞 和 分 子 生 物 学 等 众多 方面 , 并 取得 了 长 
足 进展 , 但 尚未 见 从 抗 氧 化 酶 、PO 和 ROS 间 相 互 
关系 的 角度 曾 述 昆虫 免疫 应 激 反应 的 报道 , 有 关 亚 
MEIE Ostrinia furnacalis Guenée 幼虫 对 外 源 微 生 
物 侵 染 的 细胞 免疫 反应 也 知之 其 少 。 本 人 研究 对 注射 
KITA Escherichia coli 后 亚洲 玉米 蜡 幼 虫 血 淋巴 
中 血细胞 数量 、PO 活性 、 抗 氧化 酶 活性 及 血细胞 


ROS 水 平 动态 变化 规律 进行 研究 , 为 探讨 病原 微 生 
物 侵 染 影响 昆虫 免疫 和 生长 发 育 的 机 理 提 供 更 多 
依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 及 大 肠 杆 菌 制备 

亚洲 玉米 曝 幼 虫 在 温度 25 +1Y ,相对 湿度 > 
90% 和 光 周 期 为 14L: 10D 的 温室 条 件 下 按 周 大 荣 
等 (1980) 方 法 采用 半 人 工人 饲料 进行 饲养 ， 以 头 胸 
宽度 鉴别 龄 期 ， 人 饲养 至 5 龄 备用 。 

大 肠 杆菌 BL21 菌株 用 LB 培养 基 377C SK 
大 培养 1 d 收集 培养 物 , 2 000 g 离心 10 min, 去 上 
清 液 , 沉淀 再 用 生理 盐水 (0. 65% NaCl, 0. 025% 
KCl, 0.03% CaCL,, 0.025% NaHCO,, pH 6.8) nf 
352 次 , 然后 1200€ S FR (1. 034 x 10? Pa) Ký% 20 
min 备用 。 
1.2 不 同 浓度 大 肠 杆 菌 注射 

将 宙 6 号 针头 的 微量 注射 锅 放 入 尘 净 烘箱 内 
200C FAKK. K 5 龄 亚洲 玉米 蜡 幼 虫 置 于 冰 上 
RES 5 min, 采用 细胞 计数 板 检 测 大 肠 杆 菌 液 的 细 
胞 数 , 配制 成 3 x10 ,3x10', 3x10? 43 x10? ^* 
细胞 /mL 大 肠 杆菌 液 ， 用 微量 进 样品 吸取 配制 好 的 
生理 盐水 、3 x10 ,3 x10 ,3x10” 和 3x10' 个 细 
胞 /mL 浓度 的 大 肠 杆菌 液 各 5 uL, 分 别 注入 刚 进入 
5 龄 的 幼虫 腹 足 内 ,按照 代 红 和 久 等 (2005 ) 方 法 采用 
丙烯 酸 酯 胶 ( 瞬 康 , 中 国 ) 封 闭 伤口 部 位 ,对照 组 取 
同一 批 次 未 做 任何 处 理 的 5 龄 幼虫 。 每 组 10 头 5 
龄 幼虫 , 设 3 次 重复 。 
1.3 血清 制备 

取 10 头 亚 洲 玉 米 曝 5 龄 幼虫 用 水 冲洗 2 次 ， 
然后 置 于 冰 上 冷冻 麻醉 ,前 破 腹 足 轻 轻 挤 压 忠 体 ， 
将 流出 的 血 淋 巴 滴 到 parafilm RE, 再 移入 含有 少 
5 P gu Re d ZE vp E (10 mmol/L Na,CAC, 100 
mmol/L CaCl, , pH 6.5) 的 塑料 离心 管 中 , 稀释 后 的 
血 淋 巴 在 4 下 1000 g 离心 10 min, 取 上 清 液 作为 
血清 置 于 -707 低温 冰 箱 中 保存 ,分析 前 解冻 。 
1.4 血细胞 光 镜 检测 

分 别 采 集注 射 后 6, 12, 24, 36 和 48 h 处 理 组 
和 对 照 组 的 亚洲 玉米 蜡 5 龄 幼虫 的 血 淋 巴 。 人 参照 
Hu 等 (2003 ) 方法 检测 血细胞 数量 , 取 30 pL ifr 
胞 悬 液 滴 于 洗 净 的 载 玻 请 上 , 用 一 滴 含 S0% 甘油 的 
生理 盐水 封 片 后 , 在 DIALUX 22 EB 型 显微镜 下 分 
别 选 10 个 视野 , 用 细胞 计数 板 对 血细胞 计数 。 
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1.5 栈 氧 化 酶 活性 测定 

参照 汉 从 经 等 (2004) Jk, 1 个 酶 活力 单位 以 
490 nm 处 1 min 内 吸光 值 增 大 0.001 表示 。 重 复 3 
次 , 计算 PO 活性 。 
1.6 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 活性 测定 

谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 活性 参照 汉 从 经 等 
(2001) 方 法 测定 。 通 过 不 同 浓度 的 GSH 与 饱和 量 
5, 5- 二 硫 双 硝 基 杂 甲酸 (DINB ) 反 应 制作 标准 曲 
线 , 1 个 酶 活力 单位 以 log( GSH) 每 分 钟 下 降 0. 001 
表示 。 重 复 3 次 , 计算 CSH-px 活性 。 
1.7. 谷 胱 甘 肽 还 原 酶 活性 测定 

按照 fa 过 等 (2000) 方 法 , 在 37% 条 件 下 在 反 
应 混合 物 (0. 1 mol/L K,PO,, 1 mmol/L EDTA, 
0.1 mmol/L 还 原型 辅酶 II (NADPH) 和 1 mol/L 5 
化 型 谷 胶 甘 肽 (GSSG), pH 7.0) 中 加 入 10 pL 制备 
的 血清 , 温浴 10 min, 使 用 752-C 型 紫外 可 见 分 光 
光度 计 , TE 340 nm 波长 记录 10 min 内 吸光 度 的 下 
FEE CA Ay/10 min) o 1 个 酶 活力 单位 以 37 2S TIE 
下 1 min 催化 氧化 1 umol NADPH 的 酶 量 表 示 。 合 
胱 甘 肽 还 原 酶 活性 计算 公式 为 :( 人 Ay0/10 min x 
160. 8)/ mg protem。 重 复 3 次 , 计算 GR 活性 。 
1.8 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 活性 测定 

参照 刘 文 虎 和 王 胜 军 (1992 ) 方 法 测定 血清 
GST 活性 , 1 个 酶 活性 单位 以 25C. pH 6.5 条 件 
下 ,1- 氧 2 ,4- 二 硝 基 共 (CDNB) 和 GSH 终 浓度 均 为 
1 mmol/L 时 1 min 催化 1 umol CDNB 与 GSH 结合 
的 酶 量 表示 。 计 算 公 式 为 GST(U) =1 840 x 
人 Ayw/min, 其 中 入 Ayo/min 为 波长 340 nm 时 每 分 
钟 吸 光度 净 增 值 。 重 复 3 次 , 计算 GST 活性 。 
1.9 蛋白 质 浓 度 测 定 

血清 中 和 曙 日 质 浓度 的 测定 采用 Bradford 
(1976) F, WAIS ERE (BSA ) 制备 重 日 浓度 
标准 曲线 。 
1.10 血细胞 活性 氧 水 平 的 测定 

使 用 活性 氧 自 由 基 测 定 试剂 盒 (上 海 丰 云天 试 
剂 有 限 公 司 ) 测 定 ROS 水 平 。 取 注射 大 肠 杆菌 的 处 
理 组 和 对 照 组 亚洲 玉米 蜡 幼 虫 40 pL 血 淋 巴 在 47 
下 1000g 离 心 10 min 后 , 利用 无 血清 培养 基 (1640 
培养 基 ) 清洗 血细胞 沉淀 2 次 , 在 离心 管 中 按 照 
1:1 000(Cwv) 加 1 无 血清 培养 基 稀 释 的 2”7 - 
二 氯 灾 光 素 双 乙 酸 盐 (DCFH-DA)， 终 浓度 为 
10 umolL, Æ 37C FECE E 30 min 进行 染色 ， 
每 隔 5 min 颠倒 混 勺 1 次 , 使 探 针 和 细胞 充分 接触 ， 
阴性 对 照 组 不 加 DCFH-DA; 用 PBS 冲洗 染色 后 的 


血细胞 两 次 , 然后 4C 下 1 000 g 离心 10 min, TEIL 
细胞 沉淀 里 加 200 uL PBS DL s CARE, 采用 200 
目 钊 网 对 染色 后 血细胞 进行 过 滤 , 在 流 式 细胞 仪 
(FACScan, B-D, USA) 上 对 血细胞 中 ROS 含量 进 
行 检 测 。 机 顺 人 参数 设 定 为 :电流 0.15 mA, 488 nm 
激发 波长 , 525 nm 发 射 波长 , 每 个 样品 收集 1 x 10^ 
个 细胞 , 采用 机 豆 目 市 的 CellQuest 软件 分 析 结 果 ， 
ROS 水 平 测定 单位 为 平均 奖 光 强度 (U) 。 
1.11 数据 处 理 与 统计 

采用 SPSS 11.5 统计 软件 进行 1 测验 和 方差 分 
析 (One-way ANOVA, Duncan 氏 检 验 ) , 所 用 数据 为 
平均 数 土 标准 差 (mean € SD) 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 注射 不 同 细胞 浓度 大 上 肠 杆菌 对 亚洲 玉米 暇 幼 
虫 血 细胞 数量 的 影响 

从 图 1 可 以 看 出 , TIEKE 5 龄 幼虫 在 注射 
3 x10” 和 3 x10? 个 细胞 /mL 大 肠 杆菌 液 6h 及 12 
h 后 , 其 THC 与 对 照 组 的 差异 达到 极 显著 水 平 ( 己 
«0.01) , 在 注射 12h 后 THC 达到 处 理 后 的 最 高 
[ 分别 为 (70.5 +9.4) x10? 个 细胞 /mL 和 (100.6t+ 
9.5) x10* 个 细胞 /mL]; Æ 48 h 后 THC 显著 下 降 
(P<0.01), 其 中 注射 3 x10 个 细胞 /mL 大 肠 杆 菌 
液 的 处 理 组 为 对 照 组 的 56% ,而 注射 3 x 10° 个 细 
胞 /mL 大 上 肠 杆 菌 液 的 处 理 组 仅 为 对 照 组 的 20% 。 
注射 3 x 10 个 细胞 /mL 大 肠 杆菌 液 的 处 理 组 在 6 ~ 
36 h 之 间 THC 无 明显 变化 , 在 48 h 时 显著 升 高 ， 
达到 (59.2 +4.0) x10? 个 细胞 /mL(P «0.01) , 2j 
达到 对 照 的 130% , 但 其 变化 远 不 及 注射 3 x 10” 和 
3 x 10? 个 细胞 /mL 大 肠 杆菌 液 的 处 理 组 强烈 。 

注射 不 同 细胞 浓度 大 肠 杆 苦 液 时 , 亚洲 玉米 蜡 
5 龄 幼虫 各 类 血细胞 数量 变化 也 不 相同 (图 2, 3)。 
3 x 10^ 和 3 x 10* 个 细胞 /mL 大 肠 杆菌 液 注射 组 亚 
VEA 5 龄 幼虫 的 颗粒 细胞 (granular hemocytes ) 
和 浆 血 细胞 (plasmatocytes ) 数量 都 在 12 h 达到 最 高 
值 , 其 中 被 3 x 10 个 细胞 /mL 大 肠 杆菌 液 注射 6h 
及 12h 后 , 颗粒 细胞 数量 分 别 为 (26.4 +5.6) x10^ 
个 细胞 /mL 和 (32.5 +8.4) x10) 个 细胞 /mL, 浆 血 
细胞 数量 分 别 为 (23.5 +6.0) x10 个 细胞 /mL 和 
(27.6 +6.3) x106 个 细胞 /mL; 被 3 x 105 个 细胞 / 
mL 大 肠 杆 菌 液 注 射 组 颗粒 细胞 数量 在 6h 及 12 h 
时 分 别 为 (35.7 上 4.8) x105 个 细胞 /mL 和 (54.5 + 
7.9) x10° 个 细胞 /mL, 浆 血 细胞 数量 分 别 为 (28.8 


120 


+4.1) x10* 个 细胞 /mL 和 (49.7 +10.5) x10? 个 
细胞 /mL; 被 3 x10 个 细胞 /mL 大 肠 杆菌 液 注射 后 
颗粒 细胞 和 效 血 细胞 数量 都 缓慢 上 升 , 颗粒 细胞 数 
量 在 6 h 时 最 低 , 为 (16. 1 +4.5) x10* 个 细胞 / 
mL, 在 48 h 为 (25.3+2.7) x105 个 细胞 /mL, 两 


昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 


54 3 


者 差异 显著 (P<0.05); 而 浆 血 细胞 数量 在 12 h 时 
最 低 , 为 (12.8 +5.0) x10? 个 细胞 /mL, 48 h 为 
(23.1+6.6) x10? 个 细胞 /mL, 两 者 差异 显著 (P 
«0.05) (Kl 2, 3), 


Fig. 1 
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图 1 ERARE DIA EIERE 5 龄 幼虫 血细胞 总 数 变 化 


Number of total hemocytes in hemolymph of the 5th instar larvae of Ostrinia furnacalis after 


injection with different concentrations of Escherichia coli 


柱 上 不 同 小 写字 母 表示 同一 时 间 段 的 差异 达 显 若水 平 (Duncan 氏 检 验 , P «0.05), FH], Values with different small letters were significantly 
different at the same treatment time at the 0. 05 level ( Duncan' s test, P «0.05). The same below. 
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注射 不 同 浓度 大 肠 杆菌 对 亚洲 玉米 虹 5 龄 幼虫 颗粒 细胞 数量 的 影响 


Fig. 2 Number of granular hemocytes in hemolymph of the 5th instar larvae of Ostrinia furnacalis after 


injection with different concentrations of Escherichia coli 
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图 3 注射 不 同 细胞 浓度 大 肠 杆菌 对 亚洲 玉米 螟 5 龄 幼虫 浆 血 细胞 数量 的 影 啊 


Fig. 3 Number of plasmatocytes in hemolymph of the 5th instar larvae of Ostrinia furnacalis after 


injection with different concentrations of Escherichia coli 


2.2  TEBTAS [s] Z8 BE TA E A BAT ESL E H 2E S8 2] 
虫 血 清 中 PO 活性 的 影响 

从 表 工 可 以 看 出 , 注射 3 x 10 个 细胞 /mL 大 
肠 杆 菌 液 处 理 组 的 亚洲 玉米 蝶 5 龄 幼虫 血清 中 PO 
活性 在 48 h 达到 最 高 值 (48.0 +3.0) U/mg, 与 6h 
差异 显著 (P<0.05); 而 3 x10” 和 3 x10? 个 细胞 / 
mL 大 肠 杆 戎 液 注 射 处 理 后 幼虫 血清 中 在 12 h PO 
活性 达到 最 高 值 , 两 者 分 别 为 (56.7 +6.0) U/mg 


和 (66.7 €8.0) U/mg, 其 后 逐渐 下 降 , 在 48 bh 最 
低 , 分 别 为 (23.3 €1. 5) U/mg 和 (24.3 +4.2) U/ 
mg, 12 h 和 48 h PO 活性 差异 极 显 著 (P «0.01), 
与 对 照 组 相 比 , 4 个 不 同 浓度 处 理 组 PO 活性 都 显 
著 升 高 (P<0.05), 3 x10* 个 细胞 /mL 大 肠 杆 菌 液 
注射 处 理 后 PO 活性 明显 高 于 3 x 10 个 细胞 /mL 大 
肠 杆 菌 液 注射 处 理 组 (已 <0.05 ) 。 


表 1 注射 不 同 浓度 大 肠 杆 菌 不 同时 间 后 亚洲 玉米 蝇 5 龄 幼虫 血清 中 PO 活性 


Table 1 PO activity in serum from the 5th instar larvae of Ostrinia furnacalis at different time after 


injection with different concentrations of Escherichia coli 


处 理 


Treatment 


6h 


PO 活性 PO activity (U/mg) 


12 h 


24 h 


36 h 


] : 12.7 +4.2 a .2 x1. 


对 照 CK 

生理 盐水 Physiological saline 
3 x103 cells/mL E. coli 

3 x10* cells/mL E. coli 

3 x10? cells/mL E. coli 


3 x 10° cells/mL E. coli 


8.3x3.1a 


10.2 x1.2 ab 


13,8 £1.5 b 


14.7 x3.1 b 


30.3 122.5 € 


64.3 +3.1 d 


11.8 £1. 7 a 


24.8 +2.2 b 


26.5 €1.3 b 


56.7 z6.0 v 


66.7 +8.0 d 


14.5 +3.7 a 


15,8 42.1 a 


26.9 +3.7 b 


28.9 12.8 b 


40.2 £3.0c 


50.8 +2.9 d 


10.3 $2.2. 4 


12,551.14 


28.2 c 1,.1.b 


30.3 122.5 b 


31.4 3.2 b 


46.3 x5.8c 


9,6 £2.3a 


45.9 +3.2 c 


48.0 x3.0c 


23,3 41.5 b 


24.3 +4.2 b 


同 列 数据 后 不 同 小 写字 母 代 表 差 异 显 著 (Duncan 氏 检 验 , P «0.055; 下 同 。Data with different small letters within a column are 
significantly different at the 0. 05 level ( Duncan' s test, P «0.05). The same below. 
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2.3 注射 大 肠 杆 菌 对 亚洲 玉米 量 幼 虫 血 清 中 谷 胱 
甘 肽 过 和 氧化 物 酶 活性 的 影响 

从 表 2 可 以 看 出 , 注射 3 x 10 个 细胞 /mL 大 
肠 杆菌 液 处 理 组 的 亚洲 玉米 螟 幼虫 血清 中 GSH-px 
活性 逐渐 升 高 , 在 48 h 达到 最 高 值 (189.9 +11.7) 
U/mg, 与 6h 差异 显著 (P<0.05)。 而 注射 3 x10 
和 3 x10° 个 细胞 /mL 大 肠 杆菌 液 处 理 组 幼虫 血清 


表 2 
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中 在 12 h GSH-px 活性 达到 最 高 值 ， 两 者 分 别 为 
(160.8 +7.2) U/mg 和 (168.3 £7.5) U/mg。 与 对 
照 组 相 比 , 3 x 10*, 3 x 10 和 3 x 109 个 细胞 /mL 
3 个 不 同 浓度 处 理 组 GSH-px 活性 都 显著 升 高 (P < 
0.05), 注射 3 x 10" 个 细胞 /mL 大 肠 杆 菌 液 处 理 后 
GSH-px 活性 明显 高 于 注射 3 x 10* 个 细胞 /mL KA 
杆菌 液 处 理 组 (P <0.05)。 


注射 不 同 浓度 大 肠 杆 菌 注射 不 同时 间 后 亚洲 玉米 晶 5 龄 幼虫 血清 中 GSH-px 活性 


Table 2 GSH-px activity in serum from the 5th instar larvae of Ostrinia furnacalis at different time after 


injection with different concentrations of Escherichia coli 


处 理 GSH-px 活性 GSH-px activity ( U/mg) 
Treatment 6h 12 h 24 h 36 h 48 h 
XJ Hà CK 58.8 +4.7 a 69.1 +3.6a 78.3+9.3a 80.3 +6.9 a 87.6 x4.3 ab 
生理 盐水 Physiological saline 67.3 x26.1a 72.8 x3.9a 75.3 x7.6 a 82.5 +2.8 a 90.5 +8.3 ab 
3 x 10? cells/mL E. coli 69.4 +2.8 a 76.3 +3.7 a 80.8 +5.2 a 89.4 +3.8 a 101.6 +12.4 b 
3 x 10^ cells/mL E. coli 109.1 +3.4 b 117.3 +10.9 b 125.5 +15.5 e 136.7 x8.1b 189.9 x11.7c 
3 x 10? cells/mL E. coli 150.5 x12.5 b 160.8 +7.2 c 151.4 x6.5d 140.6 x12.0b  À 121.6 7.6 d 
3 x 10? cells/mL E. coli 116.1 +9.5 c 168.3 x7.5c 105.5 +10.7 b 82.2 +6.6a 73.1 x9.9a 


2.4 ÈA IF ES 29] MICH] 22K 8:27] h LIES FRU BE 
甘 肽 还 原 酶 活性 的 影响 

由 表 3 可 知 , 对 照 组 亚洲 玉米 蝶 幼 虫 血清 中 
GR 活性 非常 低 , TE 6 h 到 48 h 不 同时 段 GR 活性 
无 显著 性 差异 (P >0.05); 注射 3 x 10 个 细胞 /mL 
大 肠 杆 函 液 处 理 组 GR 活性 在 6 h 到 48 h 之 间 也 无 
显著 差异 (已 >0.05); 注射 3 x 10 个 细胞 /mL 大 


表 3 


肠 杆菌 液 处 理 组 GR 活性 缓慢 上 升 , 在 48 h 活性 达 
到 最 高 值 (12.3 +2.4) U/mg, 与 其 他 时 段 差异 极 
显著 (已 <0.01) ; 注射 3 x10° 个 细胞 /mL 大 肠 杆菌 
液 处 理 组 GR 活性 在 36 h 活性 达到 最 高 值 (27.9 + 
7.2) U/mg。 注 射 3 x 10 个 细胞 /mL 大 肠 杆菌 液 
处 理 后 GR 活性 明显 高 于 其 他 浓度 处 理 组 和 对 照 组 
(P «0.05), 


TES AS [5] TK E ZA. EFT Es] 1E A COME S 2K R5 龄 幼虫 血清 中 GR 活性 


Table3 GR activity in serum from the 5th instar larvae of Ostrinia furnacalis at different time after 


injection with different concentrations of Escherichia coli 


GR 活性 GR activity ( U/mg) 


处 理 
Treatment 6h 12 h 
XT H8 CK 1.0+0.2 a 0.7 +0.3a 
生理 盐水 Physiological saline 1.0+0.1a 0.9+0.2 a 
3 x 10? cells/mL E. coli 1.0+0.2 a 1.0+0.1a 
3 x 10* cells/mL E. coli 1.1+0.1a 1.1+0.5 a 
3 x 10? cells/mL E. coli 0.7+0.3 a 0.8 +0.3 a 
3 x 10? cells/mL E. coli 3.9 +2.1 b 5.4+2.4 b 


注射 大 肠 杆 菌 对 亚洲 玉米 旺 幼 虫 血 清 中 谷 胱 
甘 肽 -S- 转 移 酶 活性 的 影响 
从 表 4 可 以 看 出 , 对 


照 组 亚洲 玉米 旦 幼虫 血清 


4YYN A 


24 h 
1.0 x0.5a 
1.12x0.1a 
1.0 x0.2a 
0.9 x0.3a 
1.0 x0.4a 
4.4 x1.9 b 


36 h 
1.2x0.5a 
1.0 x0.2a 
0.9 £0.2a 
0.8 £0.6a 
2.3 +0.5 a 
27.9+7.2b 


48 h 
1.0x0.3a 
0.8 +0.2 a 
0.9 x0.1a 
0.3 +0.1 a 
12.3 £2.4c 
7.3 2.5 b 


rH, 12 h GST 活性 达到 最 高 值 (46.7 €6.9) U/mg, 


随后 逐渐 下 降 在 48 h 达到 最 低 值 (30.9 € 4. 8) U/ 


mg。3 x 10* 个 细胞 /mL 大 肠 杆菌 液 注射 后 幼虫 血 
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清 中 GST 活性 逐渐 降低 , TE 48 h 达到 最 低 值 (47.8 
+5.8) U/mg; 而 3x10 和 3 x10' 个 细胞 ]mL K 
杆菌 液 注射 处 理 组 幼虫 血清 中 在 12 h GST 活性 达到 
最 高 值 , 两 者 分 别 为 (97.8 £3.3) U/mg 和 (112.2 + 


8.7)U/mg, 随后 活性 呈 下 降 趋势 。 与 对 照 组 相 比 ， 
4 个 不 同 浓度 处 理 组 GST 活性 都 差异 极 显 著 (P < 
0.01), 3 x 10? 个 细胞 /mL 大 肠 杆菌 液 注射 后 GST 
活性 明显 高 于 其 他 处 理 组 和 对 照 组 (已 <0.05 ) 。 


表 4 注射 不 同 浓度 大 肠 杆菌 不 同时 间 后 亚洲 玉米 晶 $ 龄 幼虫 血清 中 GST 活性 


Table 4 GST activity in serum from the 5th instar larvae of Ostrinia furnacalis at different time after 


injection with different concentrations of Escherichia coli 


处 理 GST 活性 GST activity (U/mg) 
Treatment 6h 24 h 36 h 48 h 
对 照 CK 32.1+6.6a 46.7 +6.9 a 39.3+7.1 a 35.6+4.8 a 30.9+4.8 a 
生理 盐水 Physiological saline 35.8+2.5 a 48.2 +3.2 a 44.1 +2.9a 38.4 +2.7a 34.3 £1.9 a 
3 x 10? cells/mL E. coli 68.3 +6.2 b 64.7 x3. 7 b 60.1 +3.3 b 49.5 +3.9 b 44.8 32.8 b 
3 x 10* cells/mL E. coli 72.4x10.7b 66.2+6.3b 62.6+5.7b 53.8 +7.3 b 47.8 +5.8 b 
3 x 105 cells/mL E. coli 86.6 +5.8 c 97.8 +3.3 c 75.3 +6.9 c 54.0 +4.9 b 66.8 +6.2 c 
3 x105 cells/mL E. coli 97.1+10.2c 112.2+8.7d 108.6+7.1d 95.128.4c 74.7 +5.9 c 


2.6 注射 大 肠 杆 菌 对 亚洲 玉米 旦 幼虫 血细胞 中 活 
性 氧 自 由 基 水 平 的 影响 

采用 流 式 细 胞 仪 测定 了 亚洲 玉米 蜡 5 龄 幼虫 血 
细胞 中 ROS 的 总 体 水 平 。 由 图 4 可 以 看 出 注射 3 x 
10 个 细胞 /mL 大 肠 杆菌 后 活性 氧 含量 在 6 h 达到 
最 高 值 1875 U, 在 24 h 降 到 最 低 值 732 U， 随 后 
ROS 含量 逐渐 上 升 , 在 48 h 时 活性 氧 含 量 与 对 照 
组 含量 仅 相 差 330 U; 注射 3 x 107 个 细胞 /mL 大 肠 
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杆菌 后 活性 氧 含量 也 在 h 时 最 高 达到 了 2 869 U, 
也 在 24 h 降 到 最 低 值 503 U, 随后 活性 氧 含 量 逐 渐 
上 升 。 注 射 3 x 10° 个 细胞 /mL 大 肠 杆菌 液 后 6 h， 
XE SI E KR. 5 龄 幼虫 体内 活性 氧 含 量 急 剧 上 升 到 
2 929 U, 随后 活性 氧 含 量 上 下 起 伏 变 化 , 在 24 h 
时 达到 了 1 549 U, 表明 注射 高 浓度 大 肠 杆菌 液 后 
幼虫 短 时 间 内 生理 活动 变化 复杂 。 
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Fig. 4 ROS content in hemocytes of the 5th larvae of Ostrinia furnacalis after injection with 


different concentrations of Escherichia coli 
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3 讨论 


3.1 大 肠 杆 菌 注射 对 昆虫 细胞 免疫 的 影响 

有 人 研究 表明 , 昆虫 受到 微生物 侵 当 后， 其 血 淋 
巴 中 参加 循环 的 血细胞 总 数 会 发 生 改 变 。Horohov 
和 Dunn (1982) 研究 发 现 , 给 烟 章 天 蛾 注射 两 种 铜 
绿 假 单 胞 菌 Pseudomonas aeruginosa 菌株 (PL1-1 和 
9027) 及 大 肠 杆菌 D31 后 , 其 血细胞 数 与 对 照 组 比 
较 确 有 较 大 幅度 波动 。Korner 和 Schmid-Hempel 
(2004) 在 用 脂 多 糖 (lipopolysacharide，LPS ) 和 昆布 
Z3 ( laminarin ) 处 理 欧 洲 能 蜂 Bombus terrestris 工蜂 
0.5 £2 hh 后, THC 降低 , 推测 认为 此 过 程 中 免疫 反 
应 出 现 脱 粒 化 (degranulation ) ， 导 致 血细胞 损失 。 
用 脂 多 糖 和 昆布 多 糖 处 理 12 h 后 , 其 THC 较 对 照 
组 明显 增加 , 但 12 +24 h 后 THC 持续 低 于 注射 生 
理 盐 水 组 ; PO 活性 变化 表现 复杂 , 但 与 血细胞 数 
量变 化 密切 相关 。 本 实验 中 亚洲 玉米 旺 5 龄 幼虫 被 
注射 不 同 浓度 大 肠 杆菌 后 , 其 THC 有 明显 差异 , 注 
5f 3 x10 和 3 x10* 个 细胞 /mL 大 肠 杆菌 液 后 THC 
先 上 升 后 下 降 , 其 中 颗粒 细胞 和 浆 血 细胞 数量 也 呈 
先 上 升 后 下 降 趋势 , 而 注射 3 x 10 ]mL 大 肠 杆 菌 液 
后 THC 及 颗粒 细胞 和 浆 血 细胞 都 逐渐 上 升 。THC 
增加 的 原因 有 3 种 : 即 造血 副官 的 制造 、 血 细胞 的 
分 裂 增殖 及 固着 血细胞 的 释放 。 前 两 种 途径 都 比较 
绥 慢 ,不 可 能 在 短 时 间 内 产生 大 量 的 血细胞 ,因而 
亚洲 玉米 虹 5 龄 幼虫 完全 能 够 在 受到 免疫 刺激 后 很 
快 释放 出 固着 的 血细胞 , 参与 免疫 反应 。 而 后 期 血 
细胞 数量 的 增加 可 能 是 造血 冀 官 的 制造 及 血细胞 分 
裂 增殖 的 结果 。 随 着 注射 后 时 间 增 长 , 亚洲 玉米 量 
5 龄 幼虫 大 量 的 血细胞 参与 免疫 反应 而 被 消耗 掉 ， 
所 消耗 的 血细胞 数量 多 于 所 补充 的 血细胞 数量 ,从 
而 导致 血细胞 总 数 下 降 ; 但 注射 3 x10 个 细胞 /mL 
大 肠 杆 菌 液 后 , 参与 免疫 反应 的 血细胞 较 少 , 血 细 
胞 的 消耗 也 相对 较 少 , 同时 注射 的 大 上 肠 杆 菌 诱导 大 
量 的 血细胞 被 释放 出 来 , 因此 THC 增加 。 但 是 
Ratcliffe 和 Walters ( 1983 ) Æ X WE "RE Galleria 
mellonella 幼虫 中 观察 到 相反 的 现象 , 即 在 注射 活 细 
Kja 30 min 到 几 个 小 时 后 THC F K., Wittig 
(1965) 研究 一 点 精忠 Pseudaletia unipuncta 血细胞 
对 苏 云 金 芽 孢 杆 菌 Bacilus thuringiensis 的 反应 , 也 
发 现 无 论 注射 高 剂量 或 低 剂 量 的 细菌 ,血细胞 数 均 
低 于 正常 的 水 平 。 因 此 , 血细胞 数量 的 变化 体现 了 
不 同 供 试 昆虫 免疫 能 力 的 强 弱 变化 情况 , 这 与 否 叭 


作用 及 结 广 形成 能 力 强 弱 可 能 有 和 密切 关系 。 鲜 过目 
昆虫 浆 血 细胞 和 颗粒 细胞 是 参与 吞噬 作用 的 两 类 主 
要 血细胞 ( Shrestha and Kim, 2007), %# E W 
Conidiobolus coronatus f Z5], KIRI G. mellonella 
幼虫 血细胞 的 否 哈 活性 增加 了 3.3 倍 ， 欧 洲 松 毛虫 
Dendrolimus pini 幼虫 血细胞 的 否 哈 活性 增加 了 2.2 
倍 (Kedra and Boguś, 2006)。 本 人 研究 发 现 注射 大 肠 
杆菌 后 颗粒 细胞 和 效 血 细胞 数量 短期 内 明显 上 升 ， 
可 能 由 于 亚洲 玉米 旦 幼虫 厨 噬 大 肠 杆 歼 时 诱导 了 大 
量 颗粒 细胞 和 浆 血 细胞 的 增殖 和 释放 所 和 致 。 
3.2. 大肠 杆菌 注射 对 昆虫 体液 免疫 的 影响 

昆虫 体内 的 酚 氧 化 酶 和 溶菌 酶 会 影响 血细胞 对 
ZH HRS REJJ o Park 和 Kim ( 2003 ) 注射 嗜 线虫 
致 病 杆菌 Xenorhabdus nematophila n] AN | EH 31e 4 R, 
Spodoptera exigua. Wit 21H HE B^] FF Wis NE Hj 9H 26i 1 JE JL. , 
同时 抑制 体液 免疫 反应 中 的 酚 氧 化 酶 原 
( prophenoloxidase， PPO ) 激活 和 抗菌 肽 产生 。 
Giannoulis 55 (2007 ) 将 灭 活 的 嗜 线虫 致 病 杆 函 和 术 
A F M FF a Bacillus subtilis 5 R I R F E R 
Malacosoma disstria 幼虫 洗 去 血清 的 颗粒 细胞 和 浆 
血细胞 进行 体外 孵育 , 结果 发 现 不 同 细菌 与 血细胞 
粘 附 能 力 不 同 , 旦 释放 出 的 溶菌 酶 和 PO 的 量 也 不 
同 。 本 实验 中 亚洲 玉米 蜡 5 龄 幼虫 被 3 x 10 个 细 
胞 /mL 大 肠 杆菌 液 诱导 时 PO 活性 逐渐 升 高 , 而 3 x 
10? 和 3 x 10? 个 细胞 /mL 大 肠 杆菌 液 诱导 后 在 
12 h 时 急剧 升 高 达到 最 高 值 , 然后 又 逐渐 下 降 , 可 
能 是 由 于 高 浓度 的 大 肠 杆菌 虽然 可 短 时 间 内 诱导 
PPO 激活 ， 以 黑 化 包 赛 和 大 只 作 用 清除 外 源 人 侵 微 
生物 , 但 同时 亚洲 玉米 蜡 5 龄 幼虫 体内 大 量 的 体液 
免疫 和 细胞 免疫 所 需 物 质 被 消耗 从 而 前 弱 了 亚洲 
玉米 蜡 的 免疫 机 能 ， 导 致 其 代谢 失衡 使 幼虫 体内 
PO 活性 急剧 下 降 。 注 射 3 x 10 个 细胞 /mL 大 肠 杆 
P, 亚洲 玉米 曝 5 龄 幼虫 能 够 耐 受 较 低 程度 免疫 物 
质 消耗 ， 且 可 激发 其 免疫 反应 ,反而 增强 其 免疫 
能 力 。 
3.3 大 肠 杆 菌 注射 与 昆虫 抗 氧化 应 激 能 力 的 关系 

Pereira 等 (2001) 研究 认为 微小 牛 蝗 Boophilus 
microplus 和 痊 椎 动物 类 似 , 其 血细胞 在 吞噬 过 程 中 
可 以 产生 ROS， 当 微小 牛 蛇 被 革 兰 氏 阴 性 菌 的 细胞 
壁 成 分 LPS 刺激 后 血细胞 超 氧 阴 离子 和 H,O, 的 产 
生 水 平 增加 。Whitten 等 (1999 ) 发 现 活 的 或 热 灭 活 
的 大 肠 杆菌 的 细胞 壁 成 分 B-1,3- 葡 聚 糖 和 LPS 可 
5|;t5 pu Ep BE nt tk BE Blaberus discoidalis Wü ib EA P 
ROS SEIH. ARSCUS ZR X BIAGRAT EE 
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射 可 以 影响 血细胞 内 ROS 水 平 , 注射 不 同 浓度 大 
肠 杆菌 液 后 ROS 含量 短期 内 都 急剧 升 高 , 后 义 逐 
渐 下 降 。ROS 含量 变化 与 抗 氧 化 酶 活性 变化 基本 
一 致 , 注射 3 x 107, 3 x10 个 细胞 /mL 大 肠 杆菌 液 
后 短期 内 抗 氧化 酶 活性 完 增加 , 后 在 幼虫 接近 和 死亡 
时 又 急剧 下 降 , 这 说 明 外 源 异物 侵 染 之 初 应 激 产 生 
大 量 ROS, 从 而 诱导 GSH-px, GST 和 GR 活性 升 
高 , 昆虫 可 通过 提高 体内 抗 氧化 酶 活性 ， 以 适应 外 
源 异 物 侵 染 的 影响 ,从 而 使 ROS 维持 在 一 个 较 低 
水 平 , 防止 其 毒害 。 

已 经 证 明 ROS 可 作为 第 二 信使 或 激活 剂 激 活 
疹 椎 动物 重要 的 免疫 相关 核 转 录 因 了 于 NF-KB 活性 
(Schmidt et al., 1996) , ROS 也 可 以 调节 果 蝇 中 kB 
同 源 和 蛋 昌 的 启动 子 区 ,从 而 影响 抗菌 肽 基因 的 表达 
( Hoffmann et al., 1999) 。Sun 和 Faye (1995) 研究 
fi EAS Hyalophora cecropia 发 现 过 量 的 H,O, 
可 以 调节 免疫 基因 attacin 的 表达 。 本 研究 结果 表 
明 PO 催化 产生 的 黑色 素 可 参与 到 目 由 基 清 除 反应 
过 程 中 , 并 在 一 定 程 度 上 起 到 蔡 代 抗 氧 化 酶 清除 目 
由 基 的 作用 。 以 上 结果 进 一 步 证 明 ROS 可 能 具有 
调节 昆虫 免疫 相关 基因 的 作用 。 
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